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Hydrangea ringspot virus-freie Hortensien durch 
,,Meristemkultur" - Kritische Betrachtung der Erfolgsaussichten -
Hydrangea ringspot virus-free Hortensias from „Meristem culture" - Critical review on success -
Von W. Preil, Helga Kühne und Martina Hoffmann 
Zusammenfassung 
In einem Versuch mit insgesamt 252 Explantaten, die von 
Hydrangea ringspot virus infizierten Hortensien stammten, 
wurde die Möglichkeit zur Regeneration virusfreier Pflanzen 
überprüft. Ein Vergleich der Desinfektion von Sproßspitzen 
mit 3% NaOCl/20 min bzw. 9% NaOCl/30 min ergab keine 
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Behandlun­
gen. Von 59 Pflanzen, die aus 0,3-0,4 mm großen Expla.nta­
ten regeneriert worden waren, erwiesen sich 20 als Hydrangea 
ringspot virus-frei. 
Abstract 
In experiments of 252 explants ol:itained from Hydrangea ringspot 
virus infected Hortensias the efficiency was tested to regenerate virus 
free plants. When compairing the sterilization of the shoot tips with 
3 o/c NaOCl/20 minutes and 9% NaOCl/30 minutes there were no 
significant differences between the two methods. 20 out of 59 regene­
rated plants, which originated from explants of 0.3-0-4 mm size. were 
free of Hydrangea ringspot virus. 
Die erheblichen Qualitätsminderungen und Ertragseinbußen 
durch das verbreitete Auftreten des Hydrangea ringspot virus 
(HyRV) in einigen alten, bewährten sowie auch neueren Hor­
tensien-Sorten gaben Anlaß, durch mehrjährige Überprüfun­
gen wichtiger Sorten in Spezialbetrieben nach virusfreien 
Pflanzen w suchen, um neue, gesunde Klone aufzubauen. 
Jedoch konnten in untersuchten Sorten nur selten virusfreie 
Pflanzen ermittelt werden, wie dies auch von KOENIG ( 1971) 
berichtet wird. 
Dem wiederholten, dringenden Ersuchen der Gärtner, 
Abhilfe w schaffen, zumal für bewährte Sorten kein entspre­
chender Ersatz vorhanden ist, konnte wegen des Fehlens von 
Viriziden nicht sofort entsprochen werden. Eigene Versuche, 
über eine langfristige Wärmebehandlung bei ca. 35 °C w 
virusfreien Pflanzen zu gelangen, ergaben keine zufriedenstel­
lenden Resultate, so daß „Meristemkulturen" bei Hortensien 
aufgenommen wurden. 
Die Möglichkeiten zur Erzeugung von Hortensien aus 
„Meristemkulturen", die frei von HyRV sind, wurden in der 
Literatur bereits mehrfach diskutiert (BEAUCHESNE, 1974, 
PALUDAN und CHRISTENSEN, 1973, WEIL, 1977). überein­
stimmend wird dabei über die besonderen Schwierigkeiten der 
Desinfektion der Sproßspitzen berichtet. Da der Vegetations­
kegel der Hortensie im Vergleich zu anderen Pflanzenarten 
relativ W\:,Ilig geschützt ist, ergibt sich daraus eine erhöhte 
Infektion durch Bakterien bzw. pathogene Pilze. Entspre­
chend hoch ist daher der Anteil unsteriler Explantate. Obwohl 
die Ergebnisse einiger Untersuchungen teilweise durch Zah­
lenangaben belegt sind, reichen diese Veröffentlichungen für 
dre Beurteilung der Erfolgsaussichten einer praxisgerechten 
Produktion virusfreier Pflanzen nicht aus. 
Die im folgenden geschilderten Ergebnisse eines Versuches 
stellen einen Beitrag wr besseren Abschätzung der durch die 
Gewebekultur gegebenen Möglichkeiten dar. 
Material und Desinfektion 
Für die Versuchsserie wurden die Hortensiensorten „Blauer 
Zwerg" und „Brugg·' verwendet. Die Überprüfung dieser 
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Versuchspflanzen vor der Entnahme der Sproßspitzen ergab, 
daß alle, auch die gesund aussehenden, HyRV enthielten. 
Üblicherweise wird ein� 3%ige Natriumhypochlorit-Lösung 
mit verschiedener Einwirkungsdauer zur Desinfektion von 
Gewebeteilen benutzt. Diese Konzentration schien für die 
Hortensien nicht ausreichend, so daß BEAUCHESNE (1974) 
nach verschiedenen Vorbehandlungen - u.a. mit 96%igem 
Alkohol - 30minütiges Tauchen in 9% NaOCJ empfiehlt. Ca. 
50% sterile Explantate_ sollen nach diesen Angaben erhalten 
worden sein, wenn die Ausgangspflanzen außerdem kurze 
Zeit vor der Entnahme der Präparate mit Fungiziden und 
Bakteriziden behandelt werden. 
Einen anderen Weg der Desinfektion beschritten PALUDAN 
und CHRISTENSEN (1973) durch die Verwendung von Strepto­
mycin. Von insgesamt 60 Präparaten, die mit verschiedenen 
Streptomycin-Konzentrationen desinfiziert worden waren, 
blieben jedoch 45 unsteril. 
Durch eigene Versuche wurde der Erfolg einer 20minütigen 
Behandlung mit 3% NaOCI und einer 30minütigen mit 9% 
NaOCI noch einmal überprüft. Wie aus der Tab. 1 ersichtlich 
ist, konnte ein Unterschied zwischen den beiden Methoden 
statistisch nicht nachgewiesen werden. 
Tabelle 1. Vergleich der Desinfektionswirkung von 3 % NaOCl/20 
Minuten und 9% NaOCl/30 Minuten bei Hortensien-Sproßspitzen 
Desinfektion Gesamtanzahl un- steril 
der Präparate steril 
3% NaOCI/ 112 83 29 
20 Minuten (= 25,9%) 
9%NaOCI/ 140 110 30 
30 Minuten (=21,4%) 
x'-Test 
auf Homogenität 
x2 =0,69 
P5%=3.84 
(Ein Unterschied 
zwischen beiden 
Behandlungen ist 
nicht signifikant) 
Auffallend war, daß innerhalb der beiden Desinfektionsse­
rien von einzelnen Pflanzen größtenteils infizierte Explantate 
gewonnen werden konnten, von anderen dagegen überwie­
gend gesunde. So blieben z.B. von 22 Präparaten bestimmter 
Pflanzen nach der Desinfektion mit 9% NaOCl/30 min. 12 
Explantate steril. Von 36 Präparaten anderer Ausgangspflan­
zen, die auf die gleiche Weise desinfiziert wurden, waren 
jedoch nur 3 frei von Infektionen. Diese Unterschiede sind mit 
großer Wahrscheinlichkeit nicht nur auf eine unterschiedliche 
Oberflächenkontamination zurückzuführen. Vielmehr müssen 
sich Bakterien oft bereits im Inneren des Gewebes befinden, 
wo sie von dem Desinfektionsmittel nieht erfaßt werden 
können. 
Wie von anderen Pflanzenarten bekannt ist, kann die 
Anzahl steriler Präparate erhöht werden, wenn die Versuchs­
pflanzen zuvor frei von saugenden Schädlingen, wie insbeson­
dere Blattläuse, ,,Weiße Fliege" oder „Rote Spinne" gehalten 
werden. Dies ist ohne weiteres verständlich, weil jede Verlet­
zung der Epidermis, z.B. durch Einstiche, eine Beschädigung 
darstellt, die in der Folgezeit als Eingangspforte für eindrin­
gende Erreger dient. In der Hortensie können Bakterien 
offenbar auf diese Weise bis nahe an den Vegetationspunkt 
vordringen. Die strikte Bekämpfung aller Schädlinge an den . 
Versuchspflanzen ist also eine wichtige Voraussetzung für die 
spätere erfolgreiche Gewebekultur. Auch die von BEAU­
CHESNE (1974) empfohlene Behandlung der Versuchspflanzen 
mit systemisch wirkenden Fungiziden und Bakteriziden 
erscheint zur Abwehr von verschiedenartigen Erregern sinn­
voll. 
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Größe der Explantate 
Untersuchungen bei Nelken zeigten, daß erwartungsgemäß 
ein enger Zusammenhang zwischen der Größe der Präparate 
und ihrer Infektion mit Viren besteht (HOLLINGS and STONE, 
1964). Werden Sproßspitzen von viruskranken Pflanzen in'/,,,, 
% , 1/2, % und 1 mm Größe präpariert, so steigt der Anteil 
virusinfizierter Explantate von 33, 66, 87, 89 auf 100% an. 
Ähnliche Untersuchungen an Hortensien sind z.Z. nicht 
bekannt. Auf Grund des morphologischen Baues der Horten­
siensproßspitze dürfte die noch praktikable untere Größe der 
Präparate zwischen 0,3 und 0,4 mm liegen. Sind die Explan­
tate kleiner, so erhöht si'ch die Quote absterbender Präparate 
beträchtlich. Da es ohnehin keine Gewähr dafür gibt, daß 
selbst die meristematischen Schichten virusfrei sind, muß man 
sich hier mit einem Kompromiß begnügen, und einen 
bestimmten Prozentsatz virusinfizierter Explantate einkalku­
lieren. 
Nährboden 
In der Gewebekultur stellen die untersuchten Sorten „Blauer 
Zwerg" und „Brugg" keine besonderen Ansprüche an den 
Nährboden. Deshalb. wurde das geringfügig abgeänderte 
Nährmedium nach MURASHIGE und SKOOG (1962) mit 2 ppm 
Indolylessigsäure (IES) und 0,2 ppm Benzylaminopurin 
(BAP) benutzt. Zur Verhinderung chlorotischer Erscheinun­
gen war es notwendig, den Eisengehalt durch Zugabe von 
50 ppm NaFeEDTA (Natrium-Eisensalz der Aethylendiamin­
Tetraessigsäure) zu erhöhen. Insgesamt zeigten die sich ent­
wickelnden Pflanzen auf diesem Nährboden „mastige" Blätter 
mit nach unten gekrümmten Blattspreiten (Abb. 1). Zur 
Induktion der Wurzelbildung wurde der !ES-Gehalt auf 
10 ppm erhöht, das BAP dagegen fortgelassen. Von diesem 
Zeitpunkt an wurden die Pflanzen nur noch einzeln in Erlen­
meyerkolben kultiviert, um eine eventuelle Virusübertragung 
durch Wurzelberührung zu verhindern. 
Als günstige Kulturbedingungen erwiesen sich Temperatu­
ren von 25 °C, eine Lichtintensität von 3000 Lux und eine 
Tageslänge von 16 Stunden. 
Aus den in Tab. 1 angegebenen steril gebliebenen Präpara­
ten entwickelten sich Pflanzen mit unterschiedlicher Wüchsig­
keit. 34 Pflanzen mit mehr oder weniger depressivem Wuchs 
Abb. 1. Aus Sproßspitzen (,,Meristem") regenerierte Hortensien­
pflanzen mit unterschiedlicher Wüchsigkeit 6 Wochen nach der Präpa­
ration. 
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Abb. 2. Hydrangea ringspot virus-freie Hortensien 41h Monate nach 
Präparation der Sproßspitzen. 
(Fotos: K. Engelhardt) 
wurden wegen des Verdachts, daß sie virusinfiziert sein könn­
ten, im Laufe des Versuches vernichtet. Die restlichen 25 
„normal" aussehenden Pflanzen (Abb. 2) wurden nach der 
Bewurzelung in ein Gewächshaus gestellt und weiterkultiviert. 
Virustest 
An den über „Meristem-Kultur" erzeugten Hortensien wur­
den wiederholt - in Abständen von mehreren Monaten -
Virustests auf HyRV-Befall durchgeführt. Als Testpflanzen 
für die Saftinokulation wurden hauptsächlich Gomphrena glo­
bosa und Chenopodium quinoa verwendet, die auf HyRV mit 
den bei KOENIG (1970) beschriebenen und abgebildeten 
Lokalläsionen reagierten. In einzelnen Fällen traten unspezifi­
sche Einzelflecke auf Gomphrena globosa auf. Bei solchen 
Pflanzen wurde kurz darauf eine Nachtestung auf einem 
erweiterten Testpflanzensortiment mit Nicotiana glutinosa, 
Nicotiana tabacum 'Samsun', Datura stramonium, Petunia 
hybrida 'Himmelsröschen' und Chenopodium amaranticolor 
ausgeführt, um eventuell vorhandene andere Viren mit zu 
erfassen. Jedoch wurden keine anderen Viren als das HyRV 
ermittelt, ebensowenig bei ergänzenden elektronenoptischen 
Kontrollen. 
Serologische Untersuchungen wurden nicht vorgenommen, 
da nach mündlicher Mitteilung von R. KOENIG, BBA Braun­
schweig, die Inokulation von Gomphrena globosa und Cheno­
podium quinoa ausreichend zuverlässige Ergebnisse zur Iden­
tifizierung des HyRV erbringt. 
Vor der Sproßspitzen-Entnahme wurden sämtliche Aus­
gangspflanzen ab August 1976 getestet, die, wie bereits 
erwähnt, alle HyRV enthielten. Die erste Virusüberprüfung 
an den 25 aus „Meristemen" regenerierten Pflanzen wurde im 
November 1976 begonnen und bis in den Januat 1977 fortge­
setzt. Weitere Hauptkontrollen der heranwachsenden Pflan­
zen lagen im Juli/ August, die nächsten im Oktober/November 
1977. Zu diesem Zeitpunkt wurden nochmals 5 Pflanzen 
wegen unbefriedigenden Wuchses verworfen. Die gut entwik­
kelten virusfreien 20 Hortensien sollen nach der Überwinte­
rung und nach Durchführung eines 4. Tests im Frühjahr 1978 
als Basismaterial zum Aufbau eines gesunden Bestandes ver­
wendet werden. 
Schlußbetrachtung 
Von den 59 präparierten „Meristemen" (Tab. 1), aus denen 
Pflanzen regeneriert werden konnten, erwiesen.sich nach ein­
jähriger Viruskontrolle 20 Pflanzen ( = 34%) als eindeutig 
Hydrangea ringspot virus-frei. Wenn man davon ausgeht, daß 
die Zahl der sterilen Präparate durch entsprechende phyto­
sanitäre Maßnahmen an den Mutterpflanzen noch gesteigert 
werden kann und ferner die Anzahl regenerierter virusfreier 
Pflanzen bei ca. 30% liegt, so ist damit eine gute Aussicht 
gegeben, einen gesunden Mutterpflanzen-Bestand bei durch­
aus vertretbarem Zeit- und Kostenaufwand aufzubauen. 
Unberührt davon bleibt allerdings die Frage, in welcher 
Zeitspanne unter normalen gärtnerischen Praxisbedingungen 
eine Reinfektion erfolgt. Die zu ergreifenden speziellen Maß­
nahmen, die zu ihrer Verhinderung unbedingt erforderlich 
sind, sollen hier nicht erörtert werden. Zur Untersuchung 
dieser Fragen sollen die vorhandenen virusfreien Pflanzen in 
einem Langzeitversuch praxisgerecht an einem separaten 
Standort in einem Jungpflanzenbetrieb weiterkultiviert und 
vermehrt sowie auch fortlaufend auf HyVR-Befall getestet 
werden. 
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Nachträgliche Mitteilungen der Autoren: Die nach der Überwinte­
rung 2mal zwischen Januar und April vorgenommenen Tests auf die 
Indikatorpflanzen ergaben, daß keine der 20 Hortensien Virusbefall 
aufwies. 
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